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(54) TOe: BIFIDUS STIMULATING PEPTIDES 
(54) Bezeichnung: BIFIDOGENE PEPTIDE 
(57) Abstract 

The invention relates to peptides whicii are obtainable by mixing cow milk 
or human milk with proteases followed by a two hour incubation; centrifugation 
in order to remove milk fat; acidification to a pH of 2.0 by strong acidulation; 
separating the precipitated proteins; applying at least one reverse phase high ^ 
pressure liquid chromatography (HPLC) step; applying a cationic exchanger HPLC 
step; collecting fractions; adjusting the fractions to a salt content < 25 mM for 
executing an activity test by means of dialysis or reveise phase HPLC; cultivating 
bifidobacterium and e coli in the presence of the fractions and selection of fractions 
which satisfy condition BW/BO - EW/EO>0,15, wherein BW denotes the bacterial 
count which is obtained during a 16-hour incubation of bifidobacterium in 50 % 
elliker broth in the presence of peptides in a concentration of 200 fig/ml, BO denotes 
the bacterial count which is obtained during the agent-free control incubation, EW "iiS""' 
denotes the bacterial count which is obtained during 16 hour incubation of e coli in 3 g/1 tryptic soy broth in the presence of the peptides in 
a concentration of 200 ng/ml, EO denotes the bacterial count which is obtained during the agent-free control incubation; and isolating the 
available peptide in said fraction. In addition, the amidated, acetylized, sulphatized, phosphorylated, glycosylized, oxidized derivatives or 
fragments with bifidus stimulating characteristics and peptides are obtainable by combining the peptides, fragments or derivatives by means 
of chemical bonding. 




(57) Zusammenfassung 

Peptide erhaltlich durch Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen und anschlieBender Inkubation filr zwei Stunden, 
Zentiifugation, urn Michfett zu entfemen, Ansauem auf einen pH von 2,0 durch starke SSuren, Abtrennung der ausgefallenen Proteine, 
Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrittes, Anwendung eincs Kationenaustauscher-HPLC-Schrittes, Sammeln von 
Fraktionen, Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM far die Durchfiihrung von Aktivitatstests durch Dialyse oder 
Reverse-Phase-HPLC, Kultivierung von Bifidobakterium Bifidum und E. coli in Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktionen, 
die der Bedlngung: BW/BO - EW/E0>0,15 (bifldogen) genttgen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stUndiger Inkubation 
von Bifidobakterium- Bifidum in 50 % Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 200 /ig/ml erhalten wird, BO 
die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstofTfreien KontroU inkubation erhalten wird, EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stUndiger 
Inkubation von E. coli in 3 g^l Ttyptic Soy Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 200 figfl erhalten wird, EO die Keimzahl 
bezeichnet, die bei der wirkstofffreien Kontrollinkubation erhalten wird, Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids sowie die 
amidierten, acetylierten, sulfatierten, phosphoiylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Fragmente mit bifidogenen Eigenschaften 
und Peptide, die durch Kombination der Peptide, Fragmente oder Derivate mittels chemischer Verkntlpfung erhaltlich sind. 
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Bitidoaene Peptide 



Die vorliegende Erfindung betrifft bifidogene Peptide, Verfahren 
zu ihrer Herstellung sowie die Verwendung der bifidogenen Pep- 
tide. 

Von Milch ist bekannt, daJS sie fordernd auf den Gesundheitszu- 
stand von Sauglingen wirkt. Dies wird vielfach auf den EinfluS 
der Milch auf die Ausbildung einer sauglingstypischen Darmflora 
zuriickgefiihrt, die zu mehr als 90% aus Bifidobacterium bifidum 
besteht . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es Peptide bereitzustel- 
len, die einen positiven Einflufi auf die Darmflora haben. 

Die erfindungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch Peptide mit den 
Merkmalen des Patentanspruchs 1. Bei den erf indungsgemafien 
Peptiden handelt es sich um Peptide, die erhaltlich sind durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen und 
anschlieSender Inkubation ftir zwei Stunden, 
Zentrifugation, um Milchfett zu entfernen, 
Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, 
Abtrennung der ausgef allenen Proteine, 

Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrittes, 
Anwendung eines Kationenaustauscher-HPLC-Schrittes, 
Sammeln von Fraktionen, 
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Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM fiir 
die Durchfiihrung von Aktivitatstests durch Dialyse oder 
Reverse - Phase - HPLC , 

Kultivierung von Bif idobakterium Bifidum und E. coli in 
Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktionen, die 
der Bedingung 

BW EVI 

a 0,15 (bifidogen) 

BO EO 

genvigen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16- 
stiindiger Inkubation von Bif idobakterium bifidum in 50% 
Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentra- 
tion von 200 /xg/ml erhalten wird, 

BO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof f f reien 
Kontroll inkubation erhalten wird, 

EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger Inkubation 
von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in Gegenwart der 
Peptide in einer Konzentration von 200 ng/1 erhalten wird, 
EO die. Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof ff reien 
Kontrollinkubation erhalten wird, 

Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids 
'sowie die araidierten, acetylierten, sulfatierten, phospho- 
rylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Frag- 
mente mit bifidogenen Eigenschaf ten. 

Die erf indungsgemalSen Peptide wirken antimikrobiell gegen 
Bakterien, die in der naturlichen Sauglingsdarmf lora nicht oder 
nur in geringen Mengen vorkommen und f ordern das Wachstums von 
erwiinschten Bakterien wie Bif idobakterien, indem sie die Bifido- 
bakterien im Wachstum starker als andere Bakterien fordern oder 
nur die nichterwiinschten Bakterien selektiv hemmen. Diese 
Eigenschaf t, Bif idobakterien einen Wachstumsvorteil zu verschaf- 
fen, wird als bifidogen bezeichnet. 
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Bevorzugt werden Peptide eingesetzt, die folgende Arainosaurese- 
quenz aufweisen: 

R1-EQLLRLKK-R2, Ri-YLEQLLRLKKY-Rj, Ri-NRQRNILR-Rj, 
R1-YMNGMNRQRNILR-R2, Rj-FQWQRNMRK-Rj, Ri-HTGLRRTA-Rj , 
R1-FTAIQNLRK-R2, R1-EVAARARVVW-R2, R1-WQRNMRKV-R2, 
R1-LARTLKRLK-R2, Ri-YKQKVEKV-Rj, Ri-LVRYTKKV-Rj, 
R1-KYLYEIARR-R2, Ri-ARRARWWCAVG-Rj, Ri-ARRARWWCAVGE-Rj, 
R3-CIAL-R4 Rj-CIAL-R^ 

Ri- YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAWRPHAQI PQRQYLPNSHPPTWRRPNmPSF-Rj , 
Ri - GRRRRS VQWCTVSQPEATK ^FQWQRNMRRVRGP PVS C I KRDS P I QC I QA - R, , 
Ri - GR.RRSVQW CAVSQPEATKgFQWQRNMRKVRGPPVSQIKRDSPIQ(^ I QA - Rj , 
R1-GRRRRSVQW CAVSQP EATK CFQWQRNMRKVRGPPVSC IKRDSPIQCIQA-R2 , 
R1-VYQHQKAMPKPWIQPKTKVIPYVRYL-R2 , R1-ARRARVVWAAVG-R3 , 
R1- 9AVGGGC IAL-R2, 
Ri-RHTRKYWCRQGARGGCITL-Rj . 

worin 

Ri, R3 unabhangig voneinander NH2, eine Aminosaure cxier ein 

Peptid mit bis 100 Aminosauren darstellen und 

R2, R4 unabhangig voneinander COOH, CONHj, eine Aminosaure oder 

ein Peptid mit bis zu 100 Aminosauren darstellen und die ami- 

dierten, acetylierten, sulfatierten, phosphorylierten, glycosy- 

lierten, oxydierten Derivate oder Fragmente mit bifidogenen 

Eigenschaften. 

Bevorzugt weisen R^, Rj, R3, R^ eine Lange von bis zu 50, mehr 
bevorzugt von bis zu 20 xind am meisten bevorzugt eine Lange von 
bis zu 10 Aminosauren auf . 

Die erfindungsgem^Sen Peptide konnen durch Aufreinigung aus 
Kuhmilch oder Humanmilch erhalten werden, Alternativ ist jedoch 
auch die Expression in gentechnisch veranderten Organismen oder 
die Herstellung durch chemische Peptidsynthese moglich. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind die Nukleinsauren, die 
fur die bifidogenen Bakterien kodieren, sowie Antikorper, die 
gegen bifidogene Peptide gerichtet sind. 

Die erf indungsgemaSen Peptide und/oder Nucleinsauren konnen 
zusammen mit pharmazeutisch iiblichen Hilfsstoffen in Arzneimit- 
teln enthalten sein. Dazu werden bevorzugt galenische Zuberei- 
tungen eingesetzt und Applikationsf ormen gewahlt, bei denen die 
Peptide undegradiert an den Wirkort gelangen. 

Vorzugsweise wurden die erf indungsgemafien Peptide in Mengen von 
0,1 bis 100 mg/kg Korpergewicht eingesetzt. Wirksame Nuclein- 
sauremengen sind beispielsweise 0,01 mg bis 100 mg/kg Korper- 
gewicht. Bevorzugt liegt die Menge im Bereich von 1 bis 10 mg/kg 
Korpergewicht fur die Peptide und Nucleinsauren. 

Die erf indungsgemafien Peptide konnen auch zusammen mit Nahrstof- 
fen in Nahrungsmittel enthalten sein. 

Dariiber hinaus konnen die erf indungsgemafien Peptide und/oder 
die gegen die Peptide gerichteten Antikorper zusammen mit 
weiteren Hilfsstoffen auch in Diagnostikmittel enthalten sein. 

Die erf indungsgemafien Peptide und Nukleinsauren eignen sich zur 
Behandlung von durch mikrobielle Fehlbesiedlungen bedingte 
Erkrankungen wie Infektionen, Entzundungen, mikrobiell induzier- 
ten Tumoren, mikrobiell bedingten degenerativen Erkrankungen, 
Durchfall erkrankungen, Koliken, Abweichung der Mund-, Darm- und 
Vaginalf lora, Karies. Die mikrobielle Fehlbesiedlung kann 
beispielsweise durch Bakterien, Pilze, Hefen, Protisten, Viren, 
Mycoplasmen, Filarien und/oder Plasmodien bedingt sein. 

Die erf indungsgemafien Peptide eignen sich auch als Hilfsstoff 
in der Nahrungsmittel zubereitung im Sinne von Fermentationshil- 
fen. 
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Es wird insbesondere bevorzugt, daS zwei oder mehr Peptide 
gemeinsam eingesetzt werden oder Peptide eingesetzt werden, die 
zwei Oder mehr der erf indungsgemalSen Peptidsequenzen aufweisen. 
Das unterschiedliche Wirkungsspektrum der Einzelstoffe bzw. 
Stoffe, die Einzelsequenzen oder erf indungsgemalSe Peptide 
aufweisen, erlaubt es, beim Vorliegen von Resistenzen von 
Mikroorganismen durch eine geeignete Kombination von Sequenzen 
Oder durch eine Kombination der Einzelsubstanzen eine. optimale 
Hetnmung der unerwiinschten Mikroorganismen zu erzielen. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter erlautem: 
Beisplel 1 

Behandlung von Milch 

Humane Milch wurde rait Pepsin (20 mg/g Protein) versetzt, 
nachdem sie mit HCl auf einen pH von 3,5 eingestellt wurde. Die 
enzymatische Reaktion vmrde fiir zwei Stunden bei 31 "C inkubiert 
und durch Kochen fiir fiinf Minuten gestoppt. Anschliefiend wurde 
zentrifugiert (20 min, 60.000 g bei 4«»C) und das Milchfett 
abgeschopft. Die verbliebene Losung wurde mit 0,1 % TFA versetzt 
und erneut zentrifugiert, um ausgefallene hochmolekulare Pro- 
teine abzutrennen. 

HPLC Reinigung eines bifidogenen Peptides aus Milch 

Fiir die Reinigung von bifidogenen Peptiden aus Milch miissen 
verschiedene HPLC Trennverfahren miteinander kombiniert werden, 
um eine raoglichst reine Darstellung iiber eine optiniale Trenn- 
leistung zu erzielen und inaktive, unerwiinschte Bestandteile 
abzutrennen. Die jeweiligen Proben, die nach jedem Trennungs- 
schritt enstehen, miissen in zwei Testsystemen getestet werden, 
d.h. ein Wachstumstest mit Bif idobakterien in Kombination mit 
einem Wachstumstest mit E. coli als Target (siehe Beispiele 3 
und 4) . Notwendig fiir die Reinigung ist die Kombination von 
mindestens einem Reverse-Phase Chromatographieschritt (bevorzugt 
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von zwei Reverse-Phase Chromatographischritten) und der Einsatz 
einer Kationenaustausch-HPLC-Trennung . In den Biotest muS die 
jeweilige Probe salzarm eingesetzt werden, um ein moglichst 
optiniales Screeningergebnis zu erhalten. 

Der erste Trennschritt wurde mit Hilfe einer Parcosil-C18 Saule 
(1 X 12,5 cm, 100 A, Biotek, Heidelberg, Deutschland) durchge- 
f lihrt . 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: Acetonitril mit 0,1% TFA 
Gradient: 0 bis 60% B in 45 Minuten 
FluS: 2 ml / min 

Detektion 280 nm (siehe Figur 1) 

Rechromatografie von Fraktion 23 mit der gleichen Saule und 
einem flacheren Gradient (siehe Bild) : 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B : Acetonitril mit 0,1% TFA 
Gradient: 0 bis 20% B in 5 Minuten 
20 bis 50% B in 45 Minuten 

Detektion: 214 nm (siehe Figur 2) 

Rechromatografie von Fraktion 16 aus dem vorangegangenem Trenn- 
schritt mit der gleichen Saule, aber anderem Elutionsmittel, 
um die Selektivitat bei der Trennung zu verandern. 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA in Methanol 

Gradient: 0 bis 40% B in 5 Minuten 

40 bis 70% B in 45 Minuten 



Detektion: 214 nm (siehe Figur 3) 
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Rechromatograf ie der aktiven Fraktion 21 mit einer Kationenaus- 
tausch HPLC: 

Saule: Parcosil Pepkat, 4 x 50 mm, 300 A, 5 fim, Biotek, Heidel- 
berg 

Puffer A: 10 mM Phosphatpuf f er pH 4,5 
Puffer B: Puffer A mit 1 M NaCl 
FluJS: 0,75 ml/min 

Gradient: 0 bis 15% B in 5 Minuten 
15 bis 50% B in 35 Minuten 

Detektion: 214 nm (siehe Figur 4) 

Die erhaltenen Fraktionen wurden jede einzeln in einem kurzen 
Reverse Phase HPLC Lauf entsalzt, bevor sie zum Test auf anti- 
mikrobielle und bifidogene Aktivitat zugefuhrt wurde.. 

Durch Massenspektrometrie und Aminosauresequenzierung wurden 
die folgenden Peptide identif iziert : 

Fraktion 9 enthielt die reine, bifidogene Komponente 

YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAWRPHAQIPQRQYLPNSHPPTWRRPNLHPSF 

(caseinK-63-117) 

Fraktion 10 entbalt die bifidogene Komponente . 
GRRRRSVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPICCIQA 
(neutrophil-lactoferrin-20-67) 

und Fraktion 11 enthalt die bifidogene Komponente mit einer 
Adduktmasse von +16 was darauf hindeutet, daS es sich um ein 
Oxidationsprodukt handelt (vermutlich ist ein Methionin oxi- 
diert) . 
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Beide Peptide und das Oxidationsprodukt haben eine bifidogene 
Aktivitat . 

Beispiel 2 

Nachweis der wachstumsregulierenden Aktivitat auf E. coli 

Fraktionen aus der HPLC wurden mit E. coli K12 eingesetzt. Der 
Test wird in 3 g/1 Tryptic Soy broth (Sigma) f olgendermaiSen 

durchgef lihrt : 

Fiir jeden Assay wurden Kulturen von E. coli K12 frisch in 
Tryptic Soy broth (Firma Sigma, Deisenhofen, Deutschland, 
Bestellnummer T8907) angeirapft (Difco Manual, 10*^^ Ed., S. 
1027) . Die Inkubation dieser Bakterien erfolgte immer unter 
aeroben Bedingungen bei 31<>C fur 16 Stunden. Zu testende Peptide 
wurden zu einer Testlosung, bestehend aus 200 ^xl 3 g/1 Tryptic 
Soy broth, in 96 -Loch Zellkulturplatten gegeben und mit einem 
Inokulum von 20 /il einer verdunnten Bakteriensuspension ange- 
impft. Die photometrische Absorption des Inokulums betrug 0,05, 
geraessen bei 500 nm. Das Wachstum der Bakterien unter dem Ein- 
fluS der Peptide wurde nach 16 Stunden ebenfalls photoraetrisch 
im ELISA-Reader bestimmt und manuell mikroskopisch bestimmt. 

Beispiel 3 

Nachweis der wachstumsregulierenden Aktivitat auf Bifidobac- 
terium bifidum 

Fiir jeden Assay wurden Kulturen von Bifidobacterium bifidum ATCC 
29521 frisch in Elliker broth (Difco, Detroit, USA) (Tryptone 
20 g, Yeast Extract (Hef eextrakt) 5 g, Gelatin (Gelatine) 2,5 g, 
Dextrose 5 g, Lactose (Laktose) 5 g, Saccharose 5 g, Sodium 
Chloride (NaCl) 4 g, Sodium-Acetate (Natriumacetat) 1,5 g, 
Ascorbic Acid (Ascorbinsaure) 0,5 g) angeimpft. Die Inkubation 
dieser Bakterien erfolgte immer unter anaeroben Bedingung bei 
37°C jciir 16 bis 18 Stunden. Zu testende Peptide wurden zu einer 
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Testlosung bestehend aus 200 /il 50% Elliker broth in 96-Loch 
Zellkulturplatten gegeben und mit einem Inokulum von 20 ^1 einer 
verdiinnten Bakteriensuspension angeimpft. Die photometrische 
Absorption des Inokulums betrug 0,05 gemessen bei 550 nm. Das 
Wachstum der Bakterien unter dem Einf luJ5 der Peptide wurde nach 
16 Stunden ebenfalls photometrisch im ELISAReader bestimmt und 
raanuell tnikroskopisch bestimmt. Als Positivkontrolle diente N- 
acetylglucosamin. Fiir diesen Test konnen nur Bif idus-Kulturen 
eingesetzt werden, die auf N-Acetylglucosamin reagieren. Nach 
einigen Passagen verlieren Bif idobakterien diese Eigenschaft, 
diese konnen dann fur diesen Wachstumstest nicht mehr eingesetzt 
werden . 

Belspiel 4 

Als bifidogen wurden die Fraktionen identif iziert , bei denen 
der Wert 



BW 
BO 



EW 

a 0,15 (bifidogen) 

EO 
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Patentanspruche 



1. Peptide erhaltlich durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen 

und anschliejSender Inkubation fiir zwei Stunden, 

Zentrifugation, um Milchfett zu entfernen, 

Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, 

Abtrennung der ausgef allenen Proteine, 

Anwendiang mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrit- 

tes, 

Anwendung eines Kationenaustauscher-HPLC-Schrittes, 
Sammeln von Fraktionen, 

Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM 
fur die Durchfiihrung von Aktivitatstests durch Dialy- 
se Oder Reverse- Phase -HPLC, 

Kultivierung von Bifidobakterium Bifidum und E. coli 
in Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktio- 
nen, die der Bedingung 

BW EW 

a 0,15 (bifidogen) 

BO EO 

geniigen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 
16-stundiger Inkubation von Bifidobakterium Bifidum 
in 50% Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in 
einer Konzentration von 200 ptg/ml erhalten wird, 
BO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstoff- 
freien Kontroll inkubation erhalten wird. 
EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger In- 
kubation von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in 
Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 
200 /xg/1 erhalten wird. 
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EO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstoff- 
freien Kontrollinkubation erhalten wird, 
Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids 

^owie die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phospho- 
rylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate Oder Frag- 
mente mit bifidogenen Eigenschaften und Peptide, die durch 
Kombination der Peptide, Fragmente oder Derivate mittels 
chemischer Verkniipfung erhaltlich sind. 

2. Peptide gemafi Anspruch 1 rait der Aminosauresequenz 
R1-EQLLRLKK-R2, Ri-YLEQLLRLKKY-Rj, Ri-NRQRNILR-R^ , 
R1-YMNGMNRQRNILR-R2, Ri-FQWQRNMRK-Rj, Rj-HTGLRRTA-Rj, 
R1-FTAIQNLRK-R2, R1-EVAARARWW-R2, R1-WQRNMRKV-R2, 
R1-LARTLKRLK-R2, R1-YKQKVEKV-R2, R1-LVRYTKKV-R2, 
R1-KYLYEIARR-R2, R1-ARRARWWCAVG-R2, R1-ARRARVVWCAVGE-R2, 
R3-CIAL-R4 R3-CIAL-R4 

Ri - YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAWRPHAQIPQRQYLPNSHPPTVVRRPNLHPSF-R2 , 
Ri -GRRRRSVQWCTVSQPEATKCFQWQKNMRRVRGPPVSCIKRDSPIQCIQA-R2 / 
Ri -GRRRSVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPIQCIQA-R2 , 
R1-GRRRRSVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPIQCIQA-R2, 
R1-VYQHQKAMPKPWIQPKTKVIPYVRYL-R2, R1-ARRARWWAAVG-R2 , 
R1-CAVGGGCIAL-R2, 
R1-RHTRKYWCRQGARGGCITL-R2 . 

worin 

Ri, Rj unabhangig voneinander NH2, eine Aminosaure oder ein 
. Peptid mit bis 100 Aminosauren darstellen und 
R2, R4 unabhangig voneinander COOH, CONH2, eine Aminosaure 
Oder ein Peptid mit bis zu ICQ Aminosauren darstellen und 
die amidierten, acetylierten, sulfatierten, phosphorylier- 
ten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Fragmente 
mit bifidogenen Eigenschaften. 
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3. Verfahren zur Herstellung der Peptide gemaiS Anspruch 1 
und/oder 2 durch Aufreinigung aus Kuhmilch oder Humanmilch, 
Expression in gentechnisch veranderten Organismen oder 
chemische Synthese. 

4. Nukleinsauren kodierend fiir Peptide geinaS Anspruch 1 und/ 
Oder 2 . 

5. Antikorper gerichtet gegen Peptide gemafi Anspruch 1 und/ 
Oder 2 . 

6. Arzneimittel enthaltend mindestens eines der Peptide gemaS 
Anspurch 1 und/oder 2 land/oder mindestens eine Nukleinsaure 
gemafi Anspruch 3 zusammen mit pharmazeutisch iiblichen 
Hilfsstoffen. 

7. Nahrungsmittel enthaltend Peptide gemaS Anspruch 1 und/ 
oder 2 zusammen mit Nahrstoffen. 

8 . Diagnostikmittel enthaltend Peptide gemaS Anspruch 1 und/ 
Oder 2 und/oder. Antikorper gemaS Anspruch 5 zusammen mit 
weiteren Hilfsstoffen. 

9. Verwendung der Peptide gemalS Anspruch 1 und/oder 2 und/oder 
der Nucleinsauren gemaS Anspruch 3 zur Behandlimg von durch 
mikrobielle Fehlbesiedlungen bedingten Erkrankungen bei- 
spielsweise durch Bakterien, ' Pilze, Hefen, Protisten, 
Viren, Mycoplasmen, Filarien, Plasmodien, wie Infektionen 
Entziindungen, mikrobiell induzierten Tumoren, mikrobiell 
bedingten degenerativen Erkrankungen, Durchfall erkrankun- 
gen, Koliken, Abweichung der Mund-, Darm- und Vaginal flora, 
Karies . 

10. Verwendung der Peptide gemafi Anspruch 1 und/oder 2 zur 
Herstellung eines Nahrungsmittels . 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Wolf-Georg Forssmann 

(B) STRASSE: Feodor-Lynen-Strasse 31 

(C) ORT: Hannover 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 30625 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Bifidogene Peptide 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 24 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.3 0 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Glu Gin Leu Leu Arg Leu Lys Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) 'SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Tyr Leu Glu Gin Leu Leu Arg Leu Lys Lys Tyr 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 3: 

Asn Arg Gin Arg Asn He Leu Arg 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lAngE: 13 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Tyr Met Asn Gly Met Asn Arg Gin Arg Asn He Leu Arg 
15 10 

(2) ANGA-BEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

His Thr Gly Leu Arg Arg Thr Ala 
1 • 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 



(ii)-ART DES MOLEKULS: Peptid 



wo 99/14231 



PCT/EP98/05899 



3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
Phe Thr Ala He Gin Asn Leu Arg Lys 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Glu Val Ala Ala Arg Ala Arg Val Val Trp 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

• (A) lAnGE: 8 Aminosauren 

(B) T^T: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Trp -Gin Arg Asn Met Arg Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Leu Ala Arg Thr Leu Lys Arg Leu Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi)' SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Tyr Lys Gin Lys Val Glu Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys Val 
1 . 5 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
Lys Tyr Leu Tyr Glu lie Ala Arg Arg 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Ala" Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Cys Ala Val Gly 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Cys lie Ala Leu 
1 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 13 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii).ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Cys Ala Val Gly Glu 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) . SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 55 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Tyr Gin Arg Arg Pro Ala He Ala He Asn Asn Pro Tyr Val Pro Arq 

1 5 .10 15 

Thr Tyr Tyr Ala Asn Pro Ala Val Val Arg Pro His Ala Gin He Pro 
20 25 30 

Gin Arg Gin Tyr Leu Pro Asn Ser His Pro Pro Thr Val Val Arg Arg 
35 40 45 

Pro. Asn Leu His Pro Ser Phe 
50 55 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 49 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Thr Val Ser Gin Pro Glu 

15 10 15 

Ala Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Arg Val Arg Gly 
20 25 30 
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Pro Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro' He Gin Cys He Gin 
35 40 45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 48 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Peptid 

(xi). SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Gly Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Ala Val Ser Gin Pro Glu Ala 
15 10 15 

Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly Pro 
20 25 30 

Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin Ala 
35 40 45 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 49 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii). ART DES MOLEKOlS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Ala Val Ser Gin Pro Glu 

15 10 15 

Ala Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly 
20 25 30 

Pro Pro Val Ser Cys He Lya Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin 
35 40 45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21:- 

Val Tyr Gin His Gin Lys Ala Met Pro Lys Pro Trp lie Gin Pro Lys 
1 ■ 5 10 15 

Thr Lys Val He Pro Tyr Val Arg Tyr Leu 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

■ (C) STRANGFORM: nicht bekannt 
(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Ala Ala Val Gly 
1 . 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Cys Ala Val Gly Gly Gly Cys He Ala Leu 
1 5 .10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Arg" His Thr Arg Lys Tyr Trp Cys Arg Gin Gly Ala Arg Gly Gly Cys 
15 10 15 

He Thr Leu 



